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RESUMEN 
 
A nivel mundial la piodermia es una de las enfermedades de la piel más diagnosticada en 
caninos. Entre los agentes involucrados se encontraba Staphylococcus intermedius, el que 
se creía el principal agente de las piodermias caninas; sin embargo, en el año 2005 fue 
reclasificado en 3 especies: S. intermedius, S. pseudintermedius y S. delphini. 
Posteriormente, estudios en diferentes países reportaron que el Staphylococcus 
pseudintermedius es en realidad el agente bacteriano más frecuentemente aislado en 
piodermias, seguidamente surgieron los primeros reportes de aislados resistentes a 
meticilina. Por otro lado, Staphylococcus aureus, patógeno importante en medicina 
humana, se aísla con más frecuencia en muestras de piodermias caninas, siendo estos 
potenciales reservorios para reinfecciones en humanos de cepas resistentes a antibióticos. 
Por ello, este estudio buscó determinar la presencia S. pseudintermedius y S. aureus en 
141 aislados de Staphylococcus sp. provenientes de casos de piodermia canina del periodo 
2016 - 2018. El ADN de los 141 aislados fue extraído y analizado mediante PCR-RFLP, 
el cual consistió en la amplificación del gen pta y la digestión con la enzima MboI. 
Obteniendo que los aislados de Staphylococcus sp. fueron identificados como 
Staphylococcus pseudintermedius en un 87.9%, 12.1% como otros Staphylococcus sp. y 
no se detectó Staphylococcus aureus. Concluyéndose que el Staphylococcus más 
frecuentemente involucrado en piodermias caninas es el Staphylococcus 
pseudintermedius; sin embargo, no se debe omitir el rol potencial que puede cumplir 
Staphylococcus aureus como patógeno en caninos.  
 
Palabras claves: Piodermia, caninos, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus 
aureus, PCR-RFLP  
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ABSTRACT 
 
Worldwide, pyoderma is one of the most diagnosed skin diseases in dogs. Among the 
agents involved was Staphylococcus intermedius, which was believed to be the main 
agent of canine pyodermias; however, in 2005 it was reclassified into 3 species: S. 
intermedius, S. pseudintermedius and S. delphini. Subsequently, studies in different 
countries reported that Staphylococcus pseudintermedius is actually the most frequently 
isolated bacterial agent in pyoderma, followed by the first reports of methicillin-resistant 
isolates. On the other hand, both Staphylococcus aureus, an important pathogen in human 
medicine, and S. pseudintermedius is more frequently isolated in samples of canine 
pyodermias, these potential reservoirs being for reinfections in humans of antibiotic 
strains. Therefore, this study sought to detect the presence of S. pseudintermedius and S. 
aureus in 141 isolates of Staphylococcus sp. from cases of canine pyoderma of the 2016-
2018 period. The DNA of the 141 isolates was extracted and analyzed by PCR-RFLP, 
which consists of the amplification of the pta gene and digestion with the MboI enzyme. 
Getting the isolates of Staphylococcus sp. were identified as Staphylococcus 
pseudintermedius in 87.9%, 12.1% as other Staphylococcus sp. and Staphylococcus 
aureus was not detected. Concluding that the Staphylococcus most frequently involved 
in canine pyoderma is Staphylococcus pseudintermedius; however, the potential role that 
Staphylococcus aureus can play as a pathogen in canines should not be omitted. 
Keywords: Pyodermia, dogs, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus, 
PCR-RFLP. 
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I INTRODUCCIÓN 
 
La piodermia se define como una infección bacteriana piogénica de la piel (Gross et 
al., 2005; Senturk et al., 2005). Son producidas por el desequilibrio de la población 
microbiana cutánea debido a la multiplicación de bacterias en la dermis o en la epidermis 
(Ihrke, 1996).  En diversas partes del mundo, la piodermia es una de las enfermedades de 
la piel más diagnosticada en caninos debido a que la piel canina posee ciertas 
características como un estrato córneo delgado y compacto, pH relativamente elevado y 
ausencia de un tapón epitelio escamoso de lípidos en la apertura de los folículos que la 
hacen propensa a padecer estos problemas (Ihrke, 1996; Gortel, 2013).   
 
Una gran variedad de agentes bacterianos puede aislarse de piodermias en caninos, 
entre ellos Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Proteus spp., Pseudomonas spp. y 
Escherichia coli (Senturk et al., 2005; Fogel y Manzuc, 2009). Sin embargo, la mayoría 
son causadas por Staphylococcus spp., como lo demuestra los diferentes estudios 
realizado en América, como en Colombia donde se reporta 86% (Castellanos et al., 2011), 
en Costa Rica 88% (Romero, 2014) y en Perú 78,3% (Antúnez et al., 2009). En general 
se indican frecuencias de aislamiento entre 72 a 92% (Noli et al., 1995; Lima et al., 2001; 
Cavalcanti y Coutinho, 2005). 
 
Por mucho tiempo se reconoció que dentro de las especies del género Staphylococcus 
más frecuentes en piodermias caninas se encontraban S. aureus, S. intermedius, S 
epidermidis y S. schleiferi (May et al., 2006; Frank et al., 2009). Sin embargo, en el año 
2005, el Staphylococcus intermedius, reconocido como el agente causal de la mayoría de 
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las piodermias caninas, fue reclasificado en tres especies similares fenotípicamente 
agrupados dentro del Grupo de los Staphylococcus intermedius (SIG): S. intermedius, S. 
pseudintermedius y S. delphini delphini (Devriese et al., 2005; Bannoehr et al., 2007).   
 
 
Además, Fitzgerald (2009) reportó que el S. pseudintermedius era la bacteria más 
frecuentemente aislado en piodermias caninas y no el S. intermedius, como antes se creía, 
así mismo Wang et al. (2012) determino una frecuencia de 92% de S. pseudintermedius 
de los casos clínicos de pioderma canina por estafilococos en China. Por otro lado, Onuma 
et al. (2011) halló una frecuencia de 76 % de S. pseudintermedius en caninos de Japón. 
 
Se ha evidenciado la transmisión de Staphylococcus pseudintermedius entre humanos 
y perros que han estado en contacto, notándose un aumento en la frecuencia de estos casos 
(Boost et al., 2008, Hanselman et al., 2009).  Se ha reportado casos de infecciones clínicas 
por Staphylococcus pseudintermedius en humanos, tales como bacteriemia (Vandenesch 
et al., 1995), absceso cerebral (Atalay et al., 2005), neumonía (Gerstadt et al., 1999), 
heridas quirúrgicas (Lee, 1994) y hasta un marcapaso cardiaco infectado (Van Hoovels 
et al., 2006; Riegel et al., 2011).  Este tipo de cepas es de importancia en la salud pública; 
ya que, sin formar parte de la microbiota habitual, como si es el caso de Staphylococcus 
aureus, está siendo reportado en casos clínicos humanos (Kluytmans y Wertheim, 2005; 
Bustos et al., 2006). Además, las cepas de Staphylococcus pseudintermedius resistentes 
a meticilina (SPRM) son aisladas de diversas lesiones en humanos, pudiendo convertirse 
en un microorganismo residente capaz de ser transmitido a otras personas (Guardabassi 
et al., 2004; Riegel et al., 2011).  
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De igual manera, el contacto estrecho entre las mascotas ha hecho posible que cepas 
de S. aureus sean aisladas de animales, representando de esta manera patógenos de 
importancia en medicina veterinaria (Devriese, 1990). En consecuencia, en los últimos 
años se reporta la presencia de S. aureus en hisopados de piel de perros, tal como lo 
demuestra Katakweba et al. (2016) quien halló en Tanzania 11% S. aureus (11/100), de 
igual forma en Zambia se encontró el 13.6% de S. aureus (Jung-Ho et al., 2014) y en 
Corea del Sur 8.1% de S. aureus del total de aislados (Moon et al., 2012).  
Por su parte, la resistencia a meticilina de S. aureus (SARM) es reportado desde hace 
más de 50 años en medicina humana (Lyon y Skurray, 1987). En medicina veterinaria, se 
han notificado casos de infecciones por SARM en perros (Gortel et al., 1999; Pak et al., 
1999; Tomlin et al., 1999). Además, existen estudios que han demostrado que las clonas 
de SARM que circulan en animales domésticos, como el perro, son similares a los 
identificados en humanos y pertenecen principalmente a clones adquiridos en hospitales 
(Loeffler y Lloyd, 2010). Por tanto, la epidemiología sugiere que los humanos pueden ser 
la fuente de SARM aislado en perros, y luego los perros actuar como reservorio capaz de 
causar reinfecciones humanas en contextos específicos (Harrison et al., 2014; Bierowiec 
et al., 2016). 
Bioquímicamente, Sasaki et al. (2007) intentó diferenciar al S. pseudintermedius de las 
otras especies del SIG, no logrando identificar marcadores fenotípicos para diferenciar al 
S. pseudintermedius la especie de mayor relevancia clínica en caninos. Hasta en esos años 
la identificación precisa de S. pseudintermedius se basaba en la secuenciación 
genética. (Sasaki et al., 2007; Bannoehr et al., 2007).  Sin embargo, Bannoehr et al. 
(2009) elaboró un método de reacción en cadena de la polimerasa con análisis del 
polimorfismo de longitud en los fragmentos de restricción (PCR-RFLP) amplificando el 
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gen pta; logrando así, diferenciar al S. pseudintermedius y S. aureus de otras especies del 
género.  
En muchos laboratorios las especies de Staphylococcus no son identificadas 
precisamente y los cultivos aislados se consideran solo como Staphylococcus sp. Sin 
embargo, a la luz de las cepas SARM y SPRM y del papel de reservorio que pueden 
cumplir los caninos domésticos, permitiendo una posible transmisión de tales 
microrganismos a humanos, la identificación precisa del Staphylococcus 
pseudintermedius y Staphylococcus aureus a partir de muestras de animales resulta cada 
vez más importante (Ralf, 2008; Harrison et al., 2014; Bierowiec et al., 2016). Por ello, 
el propósito del presente estudio es detectar Staphylococcus pseudintermedius y 
Staphylococcus aureus aislados de piodermias caninas mediante PCR-RFLP de muestras 
aisladas durante los años 2016-2018 en el Laboratorio de microbiología y parasitología, 
sección bacteriología y micología de la FMV - UNMSM. 
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II  REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. Generalidades 
2.1.1. Piodermia canina 
La piodermia, una infección bacteriana cutánea piógena, es una de las 
enfermedades cutáneas más comunes de los perros (Hnilica y Patterson, 
2017). El Staphylococcus pseudintermedius al ser el residente más 
frecuentemente aislado de piel en caninos está asociado a infecciones cutáneas 
secundarias. Estas infecciones secundarias se caracterizan por la recidiva, la 
cual es la consecuencia de un proceso patológico previo que permite que S. 
pseudintermedius se convierta en un oportunista e invada el estrato córneo o 
el folículo piloso (Ettinger y Feldman, 2007; Hnilica y Patterson, 2017). Los 
procesos patológicos previos o subyacentes pueden alterar la piel directamente 
como consecuencia de un traumatismo, agente irritante o rascado por parásitos 
y otras enfermedades pruriginosas. Por otro lado, la enfermedad subyacente 
puede actuar sistémicamente, reduciendo la resistencia a infecciones cutáneas, 
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como las de origen inmunológico o en enfermedades cutáneas metabólicas 
(Ettinger y Feldman, 2007).  
 
Las lesiones observables en este tipo de infecciones piogénicas son las 
pústulas, pápulas como lesiones primarias y collaretes epidérmicos como 
secundarias (Ettinger y Feldman, 2007). La presencia de pústulas y pápulas 
producidas por una infección bacteriana se asocia, a menudo, a prurito 
concomitante debido a la secreción de enzimas proteolíticas por parte de las 
bacterias presentes en la lesión (Hnilica y Patterson, 2017). Estas lesiones 
pueden romperse espontáneamente o alterar su apariencia como consecuencia 
de un autotraumatismo inducido por el prurito intenso. Por lo tanto, estas 
lesiones primarias pueden cambiar, dejando sólo la presencia de lesiones 
secundarias como erosiones, costras, collaretes epidérmicos y alopecia. A 
medida la enfermedad se vuelve crónica pueden desarrollarse nuevos cambios 
en la piel como hiperpigmentación y liquenización (Ettinger y Feldman, 2007; 
Hnilica y Patterson, 2017). 
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Figura 1. Erupción papular en el abdomen de un perro alérgico causada por 
Staphylococcus sp. multirresistente (Hnilica y Patterson, 2017). 
 
 
Figura 2. Piodermia Superficial. Collaretes epidérmicos típicos en un perro 
con piodermia (Hnilica y Patterson, 2017). 
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2.1.2. Género Staphylococcus 
 
Dentro del género Staphylococcus existe una gran variedad de 
microorganismos comensales de la piel y membranas mucosas que pueden 
actuar como patógenos oportunistas en diferentes enfermedades estudiadas en 
medicina veterinaria  
Los estafilococos están presentes en la naturaleza ampliamente tanto en 
mamíferos como en aves, colonizando la cavidad nasal, naso-faringe, piel y 
membranas mucosas (Markey et al., 2013). Suelen sobrevivir 
prolongadamente en el ambiente debido a su resistencia al calor, toleran altas 
concentraciones de cloruro de sodio y algunos desinfectantes, lo que permite 
la transmisión indirecta (Markey et al., 2013).  
 
Los estafilococos pueden actuar como patógenos oportunistas al estar 
presentes en tejidos lesionados o con alteración de la microbiota (Quinn et al., 
1994; Vigo et al., 2015). Las especies patógenas de estafilococos causan 
lesiones piógenas asociadas con la formación de pústulas, abscesos y 
supuración (Markey et al., 2013). 
 
Los miembros del género Staphylococcus son cocos gram-positivos con 
un diámetro de 0,5 a 1,5 µm, que tienden a estar dispuestos en pares, tétradas, 
o frecuentemente agrupados en racimos irregulares o a manera de “racimos de 
uvas”. Las colonias son generalmente de color blanco con bordes regulares, 
son inmóviles, no esporulan, la mayoría de las especies poseen un 
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metabolismo fermentativo y son anaerobios facultativos (Murray et al., 2007; 
Markey et al., 2013).  
 
Actualmente, el género Staphylococcus se compone de más de 35 especies 
(Bergey et al., 2009; Lamers et al., 2012). Generalmente, tienen una relación 
benigna o simbiótica con sus huéspedes, pero pueden volverse patógenos 
después de obtener la entrada al tejido del huésped a través de un trauma en la 
barrera cutánea, la inoculación con agujas o la implantación directa de 
dispositivos médicos (Murray et al., 2007). 
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Figura 3. Inferencia de la filogenia estafilocócica utilizando la metodología de 
estimación bayesiana de árboles de especies (BEST) en base al ARNr 16S (Lamers et 
al., 2012) 
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2.1.2.1.Staphylococcus pseudintermedius 
 
En el año 2005, el Staphylococcus intermedius, una especie productora de 
coagulasa reconocido como la principal bacteria involucrada en la mayoría de 
las piodermias caninas, fue reclasificado en tres especies similares 
fenotípicamente: S. pseudintermedius, S. intermedius y S. delphini (Devriese 
et al., 2005; Bannoehr et al., 2007).   
Las colonias de S. pseudintermedius son generalmente hemolíticas. Las 
pruebas de catalasa y coagulasa son positivas, la coagulación generalmente se 
puede observar después de cuatro horas de incubación a 35 ° C. La prueba de 
beta-galactosidasa, la fermentación de trehalosa y la ausencia de fermentación 
de xilosa se pueden usar para diferenciar esta especie de otros estafilococos. 
Sin embargo, la identificación definitiva es más confiable usando métodos 
moleculares (Markey et al., 2013). Estudios en China y Japón han 
determinado que el Staphylococcus pseudintermedius es la causa más común 
de infecciones cutáneas caninas con porcentajes del 76% al 90% (Onuma et 
al., 2011; Wang et al., 2012) 
 
2.1.2.2.Staphylococcus aureus 
 
S. aureus es una de las bacterias de mayor importancia en el ser humano. 
Las colonias producen diversos grados de hemolisis, son coagulasa-positivo, 
suele formar colonias de color gris blanquecino a amarillo dorado, en agar 
sangre, y es capaz de fermentar el manitol (Brooks et al., 2011). 
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El S. aureus causa diversas afecciones que varía en gravedad desde una  
infección cutánea leve o intoxicación mediante alimentos hasta infecciones 
graves que representan un riesgo a la vida del paciente. Este estafilococo es 
microbiota humana normal y en ocasiones causa infecciones, a menudo 
relacionadas con dispositivos implantados, como prótesis articulares, 
derivaciones y catéteres intravasculares, sobre todo en los niños muy 
pequeños y en los pacientes inmunodeprimidos (Brooks et al., 2011). 
 
2.1.2.3.Resistencia antimicrobiana 
Desde hace muchos años se ha reconocido al Staphylococcus aureus como 
uno de los principales agentes patógenos en humanos, siendo habitantes 
naturales de la piel y las membranas mucosas del hombre (Bustos et al., 2006). 
En el año 1960 se publica en Europa (Reino Unido) la aparición de la primera 
cepa de S. aureus con un nuevo mecanismo que le confiere resistencia a 
meticilina (SARM), luego de 8 años es descrita en América (EEUU) en el año 
1968 (Lyon y Skurray, 1987). Posteriormente se ha logrado aislar SARM de 
lesiones en perros (Gortel et al., 1999; Pak et al., 1999; Tomlin et al., 1999). 
De igual manera se han reportado Staphylococcus pseudintermedius 
resistentes a meticilina (SPRM) tal como lo documenta Hanselman et al. 
(2009) 
 
Existe conocimiento sobre el mecanismo de resistencia de Staphylococcus 
spp. frente a la meticilina; esta se basa a nivel molecular por la presencia de 
un elemento cromosomal móvil, llamado “Staphylococcal Cassette 
Chromosome” o SCCmec, que contiene al gen mecA, que confiere resistencia 
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a meticilina (Bannoehr et al., 2012). Este gen mecA no es endógeno, y se 
encuentra integrado al cromosoma bacteriano; el producto de su expresión es 
una proteína de unión a Penicilina, llamada PBP2’ (Chambers 1997). Esta 
proteína provoca la reacción de transpeptidación necesaria para el 
entrecruzamiento de peptidoglicanos, lo cual permite la formación de la pared 
celular en presencia de antibióticos (Lim y Strynadka, 2002). 
 
Por otro lado, el crecimiento de las tasas de resistencia a diversos 
antibióticos como las tetraciclinas y fluroquinolonas se ha visto favorecido por 
el abuso y uso excesivo de antibióticos en la población humana y en mascotas 
(Hnilica y Patterson, 2017), además del uso generalizado del agente tanto 
como promotor del crecimiento animal como para el control de infecciones en 
la práctica veterinaria, en la agricultura y la acuicultura (Chopra y Roberts 
2001; Levy 2001).  
 
2.1.2.4.Factores de virulencia 
Las toxinas estafilocócicas descritas hasta la fecha se pueden clasificar en 
tres grupos principales: superantígenos de toxina pirogénica (PTSAgs), que 
comprenden la toxina del síndrome de choque tóxico (TSST) y las 
enterotoxinas estafilocócicas (SE); toxinas exfoliativas; y citotoxinas tales 
como leucocidinas y hemolisinas (Pitchenin et al., 2018). 
 
Los superantígenos de toxina pirogénica son proteínas exocelulares que 
pueden estimular la proliferación policlonal de linfocitos T formando un 
complejo que une el complejo de histocompatibilidad II a la porción variable 
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del receptor ß o α de linfocitos T, lo que resulta en la producción de niveles 
tóxicos de citoquinas (Fraser y Proft, 2008; Ortega et al., 2010). 
 
Dieciocho enterotoxinas estafilocócicas y sus variantes son responsables 
de la intoxicación alimentaria tóxica causada por Staphylococcus aureus. 
Otras enfermedades como la mastitis, la artritis, la dermatitis atópica, la 
enfermedad inflamatoria intestinal, la enfermedad de Kawasaki y las 
enfermedades autoinmunes se han asociado con enterotoxinas (Thomas et al., 
2007; Mccormick et al., 2001). 
 
La toxina exfoliativa SIET de S. pseudintermedius y la toxina exfoliativa 
EXI posiblemente desempeñan un papel en la patogénesis de las lesiones 
cutáneas caninas y la otitis crónica (Iyori et al., 2011; Garbacz et al., 2013). 
S. intermedius produce una leucotoxina bicomponente (Luk-I) similar a la 
leucocidina Panton-Valentine (PVL) de S. aureus, que también está codificada 
por dos genes, LukS-I y LukF-I (Futagawa et al., 2004). 
 
2.2. Identificación fenotípica de Staphylococcus aureus y estafilococos del grupo de 
los intermedius (SIG) 
2.2.1. Medios de cultivo 
 
Habitualmente la siembra se puede realizar en agar sangre ovino al 5%, de lo 
contrario se puede realizar en un agar general como el Tripticasa de soya o agar 
nutriente. Sin embargo, es importante aclarar que la siembra en agar sangre 
permite ver el tipo de hemolisis lo cual favorece a una mejor identificación.  La 
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incubación de las placas sembradas se realiza a una temperatura de 35-37 ° C 
durante 24 a 48 horas. Paralelamente se puede inocular una placa de agar 
MacConkey para detectar cualquier bacteria gramnegativa que también pueda 
estar presente en la muestra. (Murray et al., 2007; Markey et al., 2013). 
Las muestras de fuentes contaminadas también se pueden sembrar en un 
medio selectivo, que inhibirá el crecimiento de microorganismos gramnegativos, 
pero permitirá que crezcan estafilococos y algunos otros cocos grampositivos, 
como el agar manitol salado, Agar de colistina-ácido nalidíxico, agar de alcohol 
feniletílico y medio Baird-Parker (Markey et al., 2013).  
 
 
Figura 4. Staphylococcus pseudintermedius en agar sangre de oveja 
(Markey et al., 2013). 
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Agar Manitol Salado 
El agar de sal de manitol es un medio selectivo y diferencial utilizado para 
el aislamiento de S. aureus. La base nutritiva incluye peptonas, extracto de 
carne de res, manitol y, como indicador, rojo de fenol. La naturaleza selectiva 
del medio es el alto contenido de sal (7,5% de NaCl), que inhibe la mayoría 
de los organismos, excepto los estafilococos (Murray et al., 2007).  La utilidad 
del agar manitol radica en que puede ayudar a diferenciar a la mayoría de S. 
aureus de estafilococos del SIG, ya que fermenta este carbohidrato virando a 
color amarillo; siendo positivo para S. aureus. Sin embargo, en el caso de 
Staphylococcus pseudintermedius puede también fermentar el manitol 
débilmente lo cual se debe tener en cuenta al momento de la interpretación y 
cuando se prolonga la incubación por más de 24 horas (Murray et al., 2007; 
Sasaki et al., 2007). 
 
Figura 5. S. aureus (izquierda) y S. epidermidis (derecha) en sal de manitol 
agar (Markey et al., 2013). 
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2.2.2. Tinción Gram 
La tinción Gram o la tinción de Gram es una técnica de laboratorio que 
distingue dos grupos de bacterias, en base a la identificación de diferencias en la 
estructura de sus paredes celulares. Es una herramienta importante en el proceso 
de identificación bacteriana al dividir las bacterias en dos grupos, los Gram-
positivos y Gram-negativos, y al permitir que se vean claramente sus tipos 
morfológicos cocos o en forma de bacilo (Sandle, 2004). 
 
El primer paso consiste en tomar colonias jóvenes (18-24 horas a 37°C) 
aisladas y fijar por calor las células en un portaobjetos. A continuación, las células 
se tiñen con un tinte básico, el cristal violeta, que tiñe de azul todas las células 
bacterianas. El segundo paso consiste en agregar una solución de yoduro de yodo 
y potasio. La solución de yodo entra en las células y forma un complejo insoluble 
en agua con el colorante cristal violeta. Para el tercer paso, las células se tratan 
con alcohol-acetona, en el cual es soluble el complejo cristal violeta-yodo. Tras 
aplicar el disolvente, solo las células grampositivas permanecen teñidas. Después 
del procedimiento de tinción, las células se tratan con una contratinción. Se puede 
emplear la safranina, para hacer visibles las células gramnegativas (decoloradas). 
Las células gramnegativas se verán de color fucsia y las células grampositivas se 
observarán de color violeta. La lámina se examina microscópicamente utilizando 
un objetivo 100x (Sandle, 2004). 
2.2.3. Catalasa, oxidasa y coagulasa 
Catalasa 
El peróxido de hidrogeno, si se acumula es tóxico para las células 
bacterianas; por ello, ciertas bacterias poseen la enzima catalasa que convierte 
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el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno gaseoso (MacFaddin, 2003). Esta 
prueba detecta consiste en detectar esta enzima. Se debe emplear el reactivo, 
peróxido de hidrógeno al 3%, debe almacenarse a + 4 ° C en una botella 
oscura. En el caso de que la bacteria se haya cultivado en agar sangre, hay que 
tener cuidado, ya que la presencia de glóbulos rojos puede provocar una 
reacción falso positivo; por otro lado esta prueba es de gran utilidad para la 
diferenciación del género Staphylococcus del Streptococcus  (Markey et al., 
2013). 
 
Oxidasa 
El fundamento de la prueba de oxidasa consiste en la producción por 
parte de la bacteria de una enzima oxidasa intracelular. Esta reacción se debe 
a la presencia del sistema citocromo oxidasa, la cual activa la oxidación del 
citocromo reducido por el oxígeno molecular, el que al mismo tiempo actua 
como aceptor final de electrones del sistema de transferencia. (MacFaddin, 
2000).  
Los reactivos utilizados en las pruebas deben ser incoloros, almacenarse 
en una botella oscura a 4 ° C; por otro lado, si las soluciones se vuelven azul 
oscuro, no deben utilizarse (Markey et al., 2013). 
Coagulasa 
La prueba de coagulasa se utiliza para detectar coagulasa libre o coagulasa 
unida (factor de aglomeración) y diferenciar Staphylococcus productor de 
coagulasa de otros Staphylococcus spp. Se puede emplear el plasma de conejo 
deshidratado con EDTA se disponible comercialmente (Murray et al., 2007). 
La prueba de coagulasa en tubo detecta coagulasa unida y libre. Observar si 
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ocurre la coagulación a intervalos durante las primeras 4 h, ya que algunos 
estafilococos producen fibrolisina, que podría lisar el coágulo. No agitar el 
tubo mientras se verifica la coagulación. La formación de un coágulo se 
considera positiva. La mayoría de los aislados de Staphylococcus aureus 
coagulasa positivos formarán un coágulo dentro de las 4 h (Murray et al., 
2007). 
 
Figura 6. Prueba de coagulasa en tubo: positiva, superior; y negativa, 
inferior. (Markey et al., 2013). 
 
2.3.Identificación molecular de Staphylococcus aureus y Staphylococcus 
pseudintermedius 
2.3.1. Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada en 1986 
por el Dr. Kary Mullis, en los laboratorios de CETUR Corporation, en Estados 
Unidos, el cual lo hizo acreedor del premio Nobel en 1993 (Salazar et al., 
2013). El fundamentó se centró en la necesidad de obtener un gran número de 
copias de secuencias específicas de ADN in vitro de manera económica y 
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rápida basándose en ciclos repetitivos de tres temperaturas (Mülhardt, 2007; 
Salazar et al., 2013). 
 
A partir del primer reporte que se realizó del S. pseudintermedius por 
Devriese et al. (2005) mediante el método de hibridación ADN-ADN, se 
buscó métodos más rápidos y baratos para su identificación; es así como se 
planteó alternativas al PCR multiplex (Sasaki et al., 2010), secuenciación 
parcial del tuf (Heikens et al., 2005), sodA y hsp60 (Sasaki et al., 2007) pero 
no siempre fueron concluyentes (Verstappen et al., 2017). 
 
 En el caso de identificación de Staphylococcus aureus se ha elaborado 
diferentes protocolos, uno de los más usados es la amplificación del gen nuc 
que produce una nucleasa termoestable extracelular (Brakstad et al., 1992). 
Años después, Bannoehr et al. (2009) estandarizó un PCR-RFLP para 
identificar tanto S. pseudintermedius como S. aureus. 
 
  
2.3.2. Enzima de restricción MboI 
Las enzimas de restricción o endonucleasa de restricción son aquella que 
puede reconocer una secuencia de nucleótidos en concreto dentro de una 
molécula de ADN y cortar el ADN en ese punto, llamado sitio de restricción, 
o en un sitio no muy lejano a este. Los sitios de restricción cuentan con entre 
cuatro y seis pares de bases, con las que son reconocidos (Salazar et al., 2013). 
La enzima MboI es una enzima de restricción de tipo II, en este tipo de 
endonucleasa, cada subunidad del dímero reconoce la misma secuencia, 
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presente en cada una de las partes especulares del palíndromo, y realiza un 
corte en un lugar específico (Salazar et al., 2013). La enzima MboI, reconoce 
la secuencia no metilada de doble cadena GATC y escinde antes de G, la 
escisión endonucleolítica de ADN produce fragmentos bicatenarios 
específicos con fosfatos terminales 5' (Ueno et al., 1993). 
 
2.3.3.  PCR-RFLP y gen pta 
Sasaki et al. (2007) en base a bioquímicas intentó diferenciar al S. 
pseudintermedius de las otras especies del SIG, no logrando identificar 
marcadores fenotípicos para discriminar al S. pseudintermedius, la especie de 
mayor relevancia clínica en caninos. Hasta en esos años la identificación 
precisa de S. pseudintermedius se basaba en la secuenciación. (Sasaki et al., 
2007; Bannoehr et al., 2007).  Sin embargo, Bannoehr et al. (2009) elaboró 
un método de reacción en cadena de la polimerasa con análisis del 
polimorfismo de longitud en los fragmentos de restricción (PCR-RFLP) 
amplificando una secuencia del gen pta; logrando así, diferenciar al S. 
pseudintermedius y S. aureus de otras especies del género.  
 
El gen “pta” posee un tamaño de 990 pb, el cual que codifica la enzima 
fosfoacetiltransferasa de 329 aminoácidos. Dicha enzima convierte 
reversiblemente acetil-CoA y fosfato inorgánico en acetil∼P y CoA (Wolf 
2005; Tse et al., 2011). 
La identificación mediante este PCR-RFLP se basó en una secuencia de 
320pb del gen “pta”, reveló la presencia de un sitio de restricción MboI en 
todos los aislados de S. pseudintermedius y su ausencia en todos los aislados 
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examinados de S. intermedius y S. delphini; por otro lado, S. aureus si poseía 
el sitio de restricción en este gen pero en un sitio diferente al del S. 
pseudintermedius lo que permitió diferenciarlos (Bannoehr et al., 2009). 
  
2.4.Importancia de Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus aureus 
en salud pública. 
Existen pocos estudios sobre infecciones bacterianas en piel de caninos en 
el Perú. Antunez et al., (2009) registró un 78,3% de infecciones por 
Staphylococcus sp. de muestras entre los años 2000 al 2006 de diferentes 
veterinarias de Lima metropolitana. En este encontró mediante pruebas 
bioquímicas un 70.6% de Staphylococcus intermedius y 2% de S. aureus. 
Por otro lado, se ha evidenciado la transmisión de Staphylococcus 
pseudintermedius entre humanos y perros que han estado en contacto, 
notándose un aumento en los reportes de infecciones clínicas por 
Staphylococcus pseudintermedius en humanos, tales como bacteriemia 
(Vandenesch et al., 1995), absceso cerebral (Atalay et al., 2005), neumonía 
(Gerstadt et al., 1999), heridas quirúrgicas (Lee, 1994) y hasta un marcapaso 
cardiaco infectado (Van Hoovels et al., 2006; Riegel et al., 2011).   
 
Este tipo de cepas es de importancia en la salud pública; ya que, sin formar 
parte de la microbiota habitual, como si es el caso de Staphylococcus aureus, 
principal colonizador de piel y mucosas en humanos (Kluytmans y Wertheim, 
2005; Bustos et al., 2006), las cepas de Staphylococcus pseudintermedius 
resistentes a meticilina (SPRM) actualmente son aisladas de diversas lesiones 
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en humanos, pudiendo convertirse en un microorganismo residente capaz de 
ser transmitido entre personas (Guardabassi et al., 2004; Riegel et al., 2011). 
La transmisión bacteriana a partir de mascotas a dueños y viceversa es 
notificado con mayor frecuencia, como lo evidenció el estudio realizado por 
Hanselman et al. (2009), donde 242 humanos fueron evaluados para 
determinar la colonización de Staphylococcus sp. a causa de sus mascotas, se 
obtuvo como resultado 4.1% (10/242) de prevalencia en la evaluación de la 
colonización nasal por Staphylococcus pseudintermedius, mientras que para 
cepas de Staphylococcus pseudintermedius resistentes a meticilina (SPRM) se 
obtuvo una prevalencia de 0.4% (1 humano). 
 
El contacto estrecho entre humanos y mascotas ha hecho posible que cepas de 
S. aureus sean aisladas de animales, representando de esta manera patógenos 
de importancia en medicina veterinaria (Devriese, 1990). Es así como en los 
últimos años se sigue reportando la presencia de S. aureus en hisopados de 
piel de perros, tal como lo demuestra Katakweba et al. (2016) quien halló en 
Tanzania 11% S. aureus (11/100), de igual forma en Zambia se encontró el 
13.6% de S. aureus (Jung-Ho et al., 2014) y en Corea del Sur 8.1% de S. 
aureus del total de aislados (Moon et al., 2012). 
 
La resistencia a meticilina de S. aureus (SARM) es reportado desde hace 
más de 50 años en medicina humana (Lyon y Skurray, 1987). En medicina 
veterinaria, se han notificado casos de infecciones por SARM en perros 
(Gortel et al., 1999; Pak et al., 1999; Tomlin et al., 1999) como en Holanda y 
Estados Unidos que se reportó la transmisión de SARM entre un perro y su 
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dueño (Van Duijkeren et al., 2003; Manian 2003). Además, varios estudios 
han demostrado que las clonas de SARM que circulan en animales 
domésticos, como el perro, son similares a los identificados en humanos y 
pertenecen principalmente a clones adquiridos en hospitales (Loeffler y Lloyd, 
2010). Esto es clínicamente importante ya que los aislados de SARM 
adquiridos en hospitales generalmente llevan más genes de virulencia 
(Mutters et al., 2016; Ballhausen et al., 2017). Por tanto, la epidemiología 
sugiere que los humanos pueden ser la fuente de SARM aislado en perros, y 
luego los perros actuar como reservorio capaz de causar reinfecciones 
humanas en contextos específicos (Harrison et al., 2014; Bierowiec et al., 
2016). 
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III MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1.Lugar de ejecución y periodo de duración 
El estudio se desarrolló en el laboratorio de Microbiología y Parasitología 
Veterinaria, Sección Bacteriología y Micología de la Facultad de Medicina 
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM) durante los meses de setiembre del 2018 a abril del 2019. 
 
3.2.Descripción del material experimental 
Se utilizaron 141 aislados criopreservados, previamente identificados como 
Staphylococcus sp., provenientes de perros con piodermia durante los años 
2016-2018. Las muestras se obtuvieron mediante hisopados en las zonas con 
lesiones compatibles con piodermia (Pápulas, pústulas o collaretes 
epidérmicos) y fueron identificados mediante pruebas bioquímicas 
convencionales. 
 
3.3.Materiales y Equipos  
 Flujo laminar (DNA/RNA UV Cleaner Box - BIOSAN) 
 Termociclador Biometra TOne by Analytik Jena 
 Equipo de electroforesis (Cleaver Scientific) 
 Microcentrífuga (Thermo Scientific) 
 Vortex (IsoLab) 
 Estufa PRECISION Thelco (Rango de T° hasta 60°)  
 Bloque de calor (Thermo Scientific) 
 Transiluminador (Cleaver Scientific) 
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 Congeladora (-20°C) Bosch ®  
 Espectrofotómetro DeNovix DS-11FX 
 Micropipetas de 1000, 100 y 10 µl.  Eppendorf 
 Viales estériles de 1,5 ml, 0,5 ml y 0,2 ml Eppendorf 
 Punteras de micropipeta estériles de 1000, 100 y 10 µl. Eppendorf 
 Gradillas  
 PCR Cooler Eppendorf® 
 Guantes de nitrilo 
 
3.4.Reactivos  
 Kit de extracción de ADN (GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit) 
 2X PCR HotStart MasterMix Aplied Biological Materials ABM ® 
 Cebadores Macrogen Inc (Cuadro 1) 
 Agua grado molecular-  libre de nucleasas IDT (INTEGRATED DNA 
TECHNOLOGIES)  
 Lisozima (50 mg/ml) Merck 
 Etanol absoluto EMSURE®  
 Agarosa SIGMA Aldrich 
 Buffer TBE 10 x Cleaver Scientific  
 Marcador de peso molecular 100bp Opti DNA Marker Aplied Biological 
Materials ABM ® 
 Buffer de Carga Safe-green Aplied Biological Materials ABM ® 
 EDTA 50 mM  
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3.5.Metodología 
3.5.1. Reactivación de aislados 
Los aislados de Staphylococcus spp. estaban criopreservados en glicerol al 
15% a -20°C, para su evaluación se realizó la reactivación de éstos. Para ello, 
se extrajo 100 uL del vial correspondiente y se colocó en caldo Tripticasa de 
soja (TSB) y se incubó durante 18-24 horas a 37°C posteriormente se sembró 
en agar sangre y agar manitol salado. 
 
3.5.2. Extracción de ADN 
La extracción de ADN genómico se realizó con el kit de extracción de ADN 
(GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit - Thermo Scientific ® Lituania) 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.  
Primero, se tomó una colonia aislada de Staphylococcus sp. en agar sangre, se 
la colocó en caldo TSB y se incubo durante 18 horas. Luego, se tomó 1mL de 
este caldo, se centrifugó a 10 000 RPM y se descartó el sobrenadante. El 
precipitado fue resuspendido en el buffer de lisis preparado según las 
recomendaciones del kit de extracción, posteriormente se siguió la 
metodología descrita por el fabricante (ANEXO 1). 
Una vez extraído el ADN se cuantificó todas las muestras mediante 
espectrofotometría (ANEXO 2, 3 y 4). 
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3.5.3. Reacción en cadena de la polimerasa con análisis del polimorfismo de 
longitud en los fragmentos de restricción (PCR-RFLP) 
 
Para la estandarización del procedimiento se tomó como referencia el 
protocolo empleado por Bannoehr et al. (2009) con algunas modificaciones, 
así como también los cebadores empleados (Cuadro 1). Para lo cual, se realizó 
un PCR en gradiente con 3 temperaturas de hibridación 51°C, 53°C y 55 C°, 
y se evaluó la óptima formación de las bandas mediante la electroforesis.  
 
Se estandarizó el protocolo con una temperatura de hibridación de 53°C y se 
amplificó todas las muestras con las siguientes condiciones: En un volumen 
de 30 µL con una concentración de 0,2 µM de cada cebador y 15uL de 2X 
PCR HotStart MasterMix ABM ® (0,2 mM de dNTP’s, 1.5 mM MgCl2, 0,5 
U HotStart DNA Polymerase) y 2uL ADN (30 – 70 ng/uL de ADN). Las 
condiciones de termociclado incluyeron una desnaturalización inicial a 95ºC 
durante 2 minutos seguido por 30 ciclos de 95 °C de desnaturalización durante 
1 minuto, 53°C de hibridación durante 1 minuto y 72°C para la elongación 
durante 1 min, con una elongación final de 72°C durante 7 min. 
 
Cuadro 1. Secuencia de cebadores para el gen pta. 
Cebador Secuencia 5’3’ Producto Referencia 
Pta forward AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA 
320pb 
Bannoehr et al., 
2009 Pta reverse GCA TAA ACA AGC ATT GTA CCG 
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Digestión con enzima MboI 
Luego de obtener los productos del PCR se realizó la digestión con la enzima 
MboI en su respectivo buffer 10X. Para ello se siguió el siguiente 
procedimiento: 
 En un vial de 0,2mL se colocó 1.6 uL de buffer 10X y 9uL de agua 
grado molecular. 
 Luego se añadió 0.5 uL (5U) de MboI (10U/uL) Thermo Scientific TM 
 Por último, se agregó 5uL del producto de PCR y se incubó durante 2 
horas a 37 grados. 
 
3.5.4. Electroforesis 
Para la corrida electroforética, primero, se preparó el gel de agarosa al 2%. 
Luego de ello se colocó el gel en la cámara de electroforesis y se le añadió 
buffer TBE al 0.5X. Los productos de digestión se mezclaron con el buffer 
de carga Safe Green TM para luego ser colocados en su respectivo pocillo en 
el gel, adicionalmente se colocó en el gel un marcador de peso molecular 
100bp Opti DNA Marker, y se corrió durante 90 minutos a 80 voltios. Los 
productos fueron analizados en el transiluminador SafeVIEW de luz azul. 
 
Interpretación de la electroforesis  
Debido a la presencia del sitio restricción MboI en el gen pta del 
Staphylococcus pseudintermedius este se evidenciará en la electroforesis en 
dos bandas de pesos distintos 213 pb y 107 pb. En contraste con las otras 
especies del SIG (S. intermedius y S. delphini) que no poseen este sitio de 
restricción, por lo cual se mantienen como una banda de 320pb luego de ser 
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sometidas a la digestión. Por otro lado el Staphylococcus aureus si posee el 
sitio de restricción MboI, pero en diferente ubicación, por lo cual las bandas 
serán de 156 pb y 164 pb, que al tener pesos similares se evidenciarán como 
si fueran una sola banda. Esto permitirá su diferenciación con el 
Staphylococcus pseudintermedius. 
 
3.5.5. Secuenciamiento para la validación de los productos identificados como 
S. pseudintermedius 
Para la validación de los resultados se envió dos productos para su 
secuenciamiento a Macrogen, Inc. Corea del Sur. Los productos enviados 
fueron muestras que amplificaron el gen pta, y además a la digestión con la 
enzima MboI dieron como resultado un producto de 213 bp y 107 bp.  
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IV RESULTADOS 
 
Todos los aislados criopreservados identificados bioquímicamente como 
Staphylococcus sp. de piodermias caninas durante el periodo del 2016 al 2018 
(141) amplificaron la secuencia del gen pta de 320 pb, lo cual los identifica 
como perteneciente al género Staphylococcus. Posteriormente, se realizó la 
digestión con la enzima de restricción MboI (PCR-RFLP) al total de aislados 
de Staphylococcus sp., obteniéndose que el 87.9% (124/141) si posee el sitio 
de restricción MboI dando como resultado un producto de 213 pb y otro 107 
pb lo cual los identifica como Staphylococcus pseudintermedius (Figura 8).  
 
Por otro lado, no se encontró aislados que amplifique el gen pta, y que, al ser 
sometidos a la digestión con la enzima MboI, corte la secuencia en un lugar 
diferente resultando en bandas de 156 pb y otra de 164 pb, esto lo identificaría 
como Staphylococcus aureus. Por último, el 12.1% (17/141) de los aislados 
solo amplificó el gen pta, pero al ser digeridas no hubo fragmentación de la 
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secuencia y se mantuvo como una sola banda de 320pb, por lo cual se les 
identificó como otras especies distintas dentro del género Staphylococcus. 
(Cuadro 2 y Figura 7) 
 
 
 
 
 
 
 
 
El amplicón del gen pta de los aislados S29 y S60 fueron enviados a Macrogen, 
Inc. para su secuenciamiento. Las secuencias obtenidas fueron analizadas con los 
programas ChromasPro, BLASTN 2.9.0 y MegAlign Pro.  Luego del alineamiento 
con otras secuencias del mismo gen disponibles en el banco de genes del National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), esta mostró un 99,7% de identidad 
con el gen pta de la cepa Staphylococcus pseudintermedius HKU10-03 
Figura 7. Gel de electroforesis de los productos de pta digeridos con la enzima MboI. M: 
Marcador molecular 100 bp. Línea 1: Blanco de reacción. Línea 2: Control Negativo E. coli 
ATCC 8739. Línea 3: Control Positivo Staphylococcus aureus ST 18.  Línea 4: Control 
Positivo Staphylococcus aureus ST18 con digestión MboI. Línea 5: Staphylococcus 
pseudintermedius S29. Línea 6: Staphylococcus pseudintermedius S29, con digestión MboI. 
Línea 7: Staphylococcus pseudintermedius S60. Línea 8: Staphylococcus pseudintermedius 
S60, con digestión MboI. Línea 9:  Staphylococcus sp. ST 19.  Línea 10: Staphylococcus sp. 
ST19 con digestión MboI. 
156 pb 
164 pb 
320 pb 
107 pb 
213 pb 
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(NC_014925.1) (Figura 9) y con otras cepas obtuvo 99% de identidad (KJ14608.1 
y AM945758.1).  
Las secuencias amplificadas del gen pta de los aislados S29 y S60 fueron 
ingresadas al banco de genes del NCBI con números de accesión MN480439 y 
MN480440. 
 
Figura 8. Alineamiento de las secuencias del gen pta de los aislados S29 y S60 con la 
cepa HKU10-03 (NC_014925.1). 
 
34 
 
Cuadro 2. Resultados de la identificación por PCR - RFLP de los 141 aislados 
identificados bioquímicamente como Staphylococcus sp. de piodermias caninas según 
año de aislamiento. 
 2016 2017 2018 TOTAL 
S. pseudintermedius 41 47 36 124 
S. aureus 0 0 0 0 
Otro Staphylococcus 9 3 5 17 
Total 50 50 41 141 
  
 
 
82%
18%
AISLADOS 2016
S. pseudintermedius Otro Staphylococcus
94%
6%
AISLADOS 2017
S. pseudintermedius Otro Staphylococcus
88%
12%
AISLADOS 2018
S. pseudintermedius Otro Staphylococcus
88%
12%
AISLADOS 2016-2018
S. pseudintermedius Otro Staphylococcus
Figura 9. Frecuencia de aislamiento de Staphylococcus pseudintermedius y otros 
Staphylococcus (No S. aureus) por año. 
35 
 
 
 
 
 
 
 
 
V DISCUSIÓN 
Alrededor del mundo la piodermia es la enfermedad de la piel de los 
caninos más diagnosticada, debido a que la piel canina posee ciertas 
características que la hacen propensa a padecer estos problemas (Gortel, 
2013). El agente infeccioso más frecuente es el estafilococo, es así como la 
frecuencia de infecciones por Staphylococcus spp. en caninos es similar en 
diversas partes de América, así tenemos estudios realizados en Colombia 
donde se documenta 86% (Castellanos et al., 2011), en Costa Rica 88% 
(Romero, 2014) y en Perú 78,3% (Antúnez et al., 2009).   
 
Bannoehr et al., (2007) ha reportado que el Staphylococcus 
pseudintermedius es el agente más frecuente en piodermias caninas y no el S. 
intermedius como se creía anteriormente. Además, el contacto estrecho entre 
las mascotas ha hecho posible que cepas de S. aureus sean aisladas de 
animales representando de esta manera patógenos de importancia en medicina 
veterinaria (Devriese, 1990).  
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Antes de que se reportará al S. aureus como patógeno en perros, los 
Staphylococcus coagulasa positivo eran considerados de mínima importancia 
clínica en medicina veterinaria (Bond y Loeffler, 2012). Con el tiempo, los 
laboratorios fueron tomando en cuenta estos aislados y se les diferenció en 
especies distintas, siendo el S. pseudintermedius el principal patógeno en 
piodermias caninas; además de poseer un potencial zoonótico (Bond y 
Loeffler, 2012). Sin embargo, el principal reto fue la diferenciación de S. 
pseudintermedius de las demás especies del grupo de los Staphylococcus 
intermedius, la cual pasó por diferentes técnicas moleculares como 
Hibridación DNA-DNA, el análisis de secuencias multilocus y PCR-RFLP 
(Devriese et al.,2005; Bannoehr et al., 2007; Bannoehr et al., 2009). Esta 
última, fue la técnica la empleada para el presente estudio por ser más rápida, 
sencilla y económica que las anteriores mencionadas. 
 
Por todo ello, el presente estudio tuvo como objetivo detectar 
Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus aureus, mediante PCR-
RFLP, aislados de piodermias caninas. Para lo cual se evaluó 141 
Staphylococcus spp. aislados durante los años 2016-2018 mediante PCR-
RFLP. 
 
Los resultados evidencian que el 87.9 % de los aislados pertenecen a la 
especie de Staphylococcus pseudintermedius, mientras que ninguno se 
identificó como Staphylococcus aureus, y finalmente el 12.1% restante se 
identificó como Staphylococcus sp. distintos a los antes mencionados.  
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En cuanto al Staphylococcus pseudintermedius, los resultados muestran 
ser similares a otros estudios realizados en diferentes partes del mundo, es así 
que Wang et al. (2012) registra una frecuencia de 92% de S. pseudintermedius 
de los casos clínicos de piodermia canina por estafilococos en China, mientras 
que en Brasil se reportó 93.3% de S. pseudintermedius en piodermias caninas 
estafilocócicas (Bourguignon et al., 2016). Por otro lado, Onuma et al. (2011) 
halló una frecuencia de 76 % de S. pseudintermedius en caninos de Japón, 
siendo moderadamente inferior a los obtenidos en el presente estudio. En 
general, incluyendo el presente estudio, se reporta altas frecuencias de 
aislamiento de S. pseudintermedius a partir de hisopados de piodermias en 
caninos. Estos resultados se explican debido a que S. pseudintermedius, al ser 
el mayor colonizador de la piel de los caninos, es más probable que actúe y 
esté involucrado como patógeno oportunista ante la alteración de la microbiota 
de la piel (Rubin y Chirino-Trejo, 2011). Esta situación puede ser más 
frecuente aun en perros con dermatitis atópica en quienes se ha reportado tener 
un porcentaje mayor de S. pseudintermedius como parte de su microbiota 
(Fazakerley et al., 2009). 
 
En el caso de Staphylococcus aureus, los resultados muestran ser distintos 
a los encontrados en otros estudios, como lo reporta Katakweba et al. (2016) 
quien halló en Tanzania 11% S. aureus (11/100), de igual forma en Zambia se 
encontró el 13.6% de S. aureus (Jung-Ho et al., 2014) y en Corea del Sur 
21.1% de S. aureus del total de aislados (Moon et al., 2012). Estos resultados 
distintos podrían explicarse debido a que los estudios anteriormente 
mencionados incluyeron, además de muestras de hisopado de lesiones 
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piodérmicas, hisopados de oídos, mucosa oronasal y perianal, lo cual puede 
haber incrementado la probabilidad de aislar S. aureus, a pesar de su presencia 
en bajos porcentajes. Además, Garbacz y Piechowicz (2013) reportaron la 
existencia de un porcentaje de cepas (2%) de Staphylococcus aureus aislados 
de humanos que carecen del sitio de restricción MboI, lo cual puede resultar 
en falsos negativos, al observar la no digestión y conservar intacto el 
fragmento de 320pb. Sin embargo, es un grupo muy reducido con esta 
característica, así mismo, las pruebas bioquímicas son de gran ayuda en la 
diferenciación del S. aureus de las especies del grupo de los Staphylococcus 
intermedius, principalmente la fermentación de manitol a las 24 horas de los 
aislados de S. aureus (Murray et al., 2007; Sasaki et al., 2007). A pesar de que 
en el presente estudio no se aislaron S. aureus a partir de piodermias caninas 
no se debe descartar al S. aureus como patógeno en caninos y su potencial rol 
como reservorio para reinfecciones en humanos (Harrison et al., 2014; 
Bierowiec et al., 2016). 
El resto de los Staphylococcus sp. no identificados como S. 
pseudintermedius ni como S. aureus representaron el 12.1% del total de 
asilados evaluados, entre los cuales pueden encontrarse Staphylococcus 
schleiferi subspecies coagulans, S. hominis, S. lugdunensis, S. capitis, y S. 
epidermidis como reporta Hariharan et al. (2014). Sin embargo, esto no quiere 
decir que sean inocuos, S schleiferi subspecies coagulans se ha reportado 
como patógeno oportunista con resistencia a meticilina en piodermias caninas 
(Kawakami et al., 2010). 
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Finalmente, es importante recordar la importancia de la correcta 
identificación de la especie de Staphylococcus aislado de muestras clínicas; 
debido a que, en base a ello se emplearan diferentes puntos de corte para la 
interpretación de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana in vitro, así como 
en la predicción de resistencia a la oxacilina (Bond y Loeffler, 2012). 
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VI CONCLUSIONES 
 
 El Staphylococcus pseudintermedius está presente en las piodermias 
caninas en un 87.9% (124/141) y es el agente más frecuentemente 
aislado. 
 En el presente estudio no se detectó molecularmente Staphylococcus 
aureus a partir de piodermias caninas.  
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VII RECOMENDACIONES 
 
Se sugiere realizar próximos estudios de sensibilidad antimicrobiana a los 
Staphylococcus pseudintermedius; además, realizar la detección molecular de genes 
de resistencia a meticilina, con el fin de conocer la situación actual de este tipo de 
aislados resistentes en animales domesticos y el riesgo potencial a la Salud Pública. 
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ANEXO 1 
Reactivación y extracción de ADN 
I. Procedimiento  
ETAPA I: Reactivación de cepas 
1. Utilizar un tubo con LB o TSB (2 mL) e incubar a temperatura ambiente. 
2. Dispersar con un tip estéril (100ul) o con un asa de caldo (una gota aprox.) e 
incubar a 37º C por 3 horas como mínimo. 
3. Sembrar en TSA e incubar a 37º C por 24 horas. 
4. Colocar 1500 µL de caldo LB o TSA en viales de 2 mL. Llevar los frascos de 
TSB y viales a la cámara de flujo.  
5. Inocular la cepa e incubar a 37º C por 3 horas. 
 ETAPA II: Preparación del Buffer de Lisis 
1. Preparar EDTA al 0.5 M y Tris-Cl a 1M 
Nota: El EDTa solo se solubiliza a pH 8.0 
2. Para preparar 20 mL de buffer se agrega lo siguiente 
a. 0,4 mL de 1M Tris-Cl (concentración final de 20mM Tris-Cl en el buffer) 
b. 0,08 mL de 0,5 M EDTA (concentración final de 2mM EDTA) 
c. 0,24 mL de Triton X-100 (concentración final de 1.2% Triton X-100 en el 
uffer) 
completar con agua destilada. 
3. La lisozima se debe agregar inmediatamente antes de usar a una alícuota del 
buffer, según la cantidad de muestras a extraer.  
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 ETAPA III: Purificación de DNA genómico de Bacterias Gram negativas 
1. Recolectar 2x109 células bacterianas en un tubo de microcentrífuga de 1.5 - 2 
ml por centrifugación por 10 minutos a 5000 X g. Descartar el sobrenadante. 
2. Resuspender el pellet en 180 µL de Buffer de lisis preparado. Incubar a 37°C 
por 30 minutos. 
3. Añadir 200 µL de Solución de Lisis y 20 µL de Proteinasa K a la muestra. 
Mezclar bien utilizando el Vortex hasta que se obtenga una mezcla 
homogénea. 
4. Incubar la muestra a 56º C mientras ocasionalmente se coloca en el Vortex o 
usar  una plataforma oscilante o termomezclador hasta que las células se 
encuentren totalmente lisadas (~30 min). 
5. Añadir 20 µL de Solución de RNasa A, mezclar utilizando el Vortex e incubar 
la mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente. 
6. Añadir 400 µL de etanol al 50% y mezclar pipeteando o usando el Vortex. 
7. Transferir el lisado a una Columna del kit insertada en un tubo colector. 
Centrifugar la columna por 1 minuto a 6000 X g. Descartar el tubo colector 
que contiene el filtrado. Coloque la columna en un nuevo tubo colector de 2 
mL (incluido) 
8. Añadir 500 µL de Wash Buffer I (con etanol añadido). Centrifugar por 1 
minuto a 8000 X g. Descartar el filtrado y colocar la columna de purificación 
de regreso en el tubo colector. 
9. Añadir 500 µL de Wash Buffer II (con etanol añadido) a la columna. 
Centrifugar por 3 minutos a velocidad máxima (≥1200 X g). Descarte el 
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tubo colector que contiene el filtrado y transferir la columna a un tubo de  
microcentrífuga estéril de 1.5 mL (no incluido) 
Opcional: Si se observa una solución residual en la columna de purificación, 
vacíe el tubo colector y centrifugue nuevamente por 1 minuto a máxima 
velocidad. 
10. Añadir 100 µL de Buffer de Elución al centro de la membrana de la 
columna para eluir el DNA genómico. Incubar por 2 minutos a temperatura 
ambiente y centrifugar por 1 minuto a 8000 X g. 
Nota:  
- Para un máximo rendimiento de DNA, repetir la elución con 100 µL de 
Buffer de Elución adicionales. 
- Si se requiere una mayor concentración de DNA o si el DNA es aislado de 
una pequeña cantidad de material inicial, el volumen del Buffer de Elución 
añadido a la columna puede ser reducido a 50-100 µL. Por favor, ser 
consciente de que pequeños volúmenes de Buffer de Elución resultará en 
pequeñas cantidades finales de DNA eluido.  
11. Descartar la columna de purificación. Usar el DNA purificado 
inmediatamente o almacenar a - 20º C 
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ANEXO 2 
Resultados de la identificación por PCR – RFLP y concentración de ADN de los 
aislados del año 2016 
NÚMERO DE 
ORDEN CÓDIGO ADN (ng/uL) ESPECIE 
1 G + 41 27.630 S. pseudintermedius 
2 G + 42 28.522 S. pseudintermedius 
3 G + 43 45.200 S. pseudintermedius 
4 G + 44 16.320 S. pseudintermedius 
5 G + 45 51.976 S. pseudintermedius 
6 G + 46 40.343 S. pseudintermedius 
7 G + 47 36.492 S. pseudintermedius 
8 G + 49 52.701 S. pseudintermedius 
9 G + 50 66.402 S. pseudintermedius 
10 G + 51 58.179 Otro Staphylococcus 
11 G + 52 22.056 S. pseudintermedius 
12 G + 54 23.440 Otro Staphylococcus 
13 G + 56 25.527 S. pseudintermedius 
14 G + 57 43.260 S. pseudintermedius 
15 G + 59 43.628 S. pseudintermedius 
16 G + 62 45.651 S. pseudintermedius 
17 G + 63 34.975 Otro Staphylococcus 
18 G + 64 34.986 S. pseudintermedius 
19 G + 65 90.880 S. pseudintermedius 
20 G + 66 26.405 S. pseudintermedius 
21 G + 68 28.975 S. pseudintermedius 
22 G + 69 31.821 S. pseudintermedius 
23 G + 73 51.708 S. pseudintermedius 
24 G + 75 II 18.794 S. pseudintermedius 
25 G + 77 61.603 S. pseudintermedius 
26 G + 78 48.853 S. pseudintermedius 
27 G + 79 82.464 S. pseudintermedius 
28 G + 80 58.933 S. pseudintermedius 
29 G + 83 68.372 Otro Staphylococcus 
30 G + 84 57.945 S. pseudintermedius 
31 G + 85 23.023 S. pseudintermedius 
32 G + 86 52.755 Otro Staphylococcus 
33 G + 89 56.008 Otro Staphylococcus 
34 G + 92 43.111 Otro Staphylococcus 
35 G + 93 33.806 S. pseudintermedius 
36 G + 94 147.863 S. pseudintermedius 
37 G + 95 128.974 S. pseudintermedius 
38 G + 96 34.517 S. pseudintermedius 
39 G + 97 59.799 S. pseudintermedius 
40 G + 98 69.255 S. pseudintermedius 
41 G + 99 99.274 S. pseudintermedius 
42 G + 106 55.424 S. pseudintermedius 
43 G + 107 78.239 S. pseudintermedius 
44 G + 108 21.558 S. pseudintermedius 
45 G + 110 69.215 S. pseudintermedius 
46 G + 111 19.412 Otro Staphylococcus 
47 G + 112 49.086 Otro Staphylococcus 
48 G + 114 43.230 S. pseudintermedius 
49 G + 115 53.319 S. pseudintermedius 
50 G + 116 33.252 S. pseudintermedius 
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ANEXO 3 
Resultados de la identificación por PCR – RFLP y concentración de ADN de los 
aislados del año 2017 
NÚMERO 
DE ORDEN CÓDIGO ADN (ng/uL) ESPECIE 
1 RM1 16.503 S. pseudintermedius 
2 RM2 11.583 S. pseudintermedius 
3 RM3 12.070 S. pseudintermedius 
4 RM4 23.410 S. pseudintermedius 
5 RM6 26.444 S. pseudintermedius 
6 S8 13.198 S. pseudintermedius 
7 S9 6.334 S. pseudintermedius 
8 S10 28.879 S. pseudintermedius 
9 S13 29.121 S. pseudintermedius 
10 S15 12.212 S. pseudintermedius 
11 S17 50.597 S. pseudintermedius 
12 S18 42.196 S. pseudintermedius 
13 S19 40.068 S. pseudintermedius 
14 S21 40.827 S. pseudintermedius 
15 S23 38.698 S. pseudintermedius 
16 S24 32.399 S. pseudintermedius 
17 S27 17.218 Otro Staphylococcus 
18 S28 92.914 S. pseudintermedius 
19 S29 117.190 S. pseudintermedius 
20 S30 14.381 S. pseudintermedius 
21 S31 70.050 S. pseudintermedius 
22 S32 27.755 S. pseudintermedius 
23 S33 53.787 S. pseudintermedius 
24 S34 46.784 S. pseudintermedius 
25 S36 16.686 S. pseudintermedius 
26 S37 85.426 S. pseudintermedius 
27 S38 46.665 S. pseudintermedius 
28 S39 43.966 S. pseudintermedius 
29 S40 39.311 S. pseudintermedius 
30 S41 19.327 S. pseudintermedius 
31 S42 47.196 S. pseudintermedius 
32 S43 72.626 S. pseudintermedius 
33 S44 54.295 S. pseudintermedius 
34 S45 56.732 S. pseudintermedius 
35 S46 27.047 S. pseudintermedius 
36 S47 62.556 S. pseudintermedius 
37 S48 11.443 S. pseudintermedius 
38 S49 21.203 S. pseudintermedius 
39 S50 17.009 S. pseudintermedius 
40 S51 43.194 S. pseudintermedius 
41 S52 45.707 Otro Staphylococcus 
42 S53 60.485 S. pseudintermedius 
43 S54 23.608 S. pseudintermedius 
44 S55 32.311 S. pseudintermedius 
45 S56 46.424 Otro Staphylococcus 
46 S57 24.595 S. pseudintermedius 
47 S58 45.450 S. pseudintermedius 
48 S60 88.711 S. pseudintermedius 
49 S61 55.692 S. pseudintermedius 
50 S63 32.834 S. pseudintermedius 
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ANEXO 4 
Resultados de la identificación por PCR – RFLP y concentración de ADN de los 
aislados del año 2018 
NÚMERO DE 
ORDEN CÓDIGO ADN (ng/uL) ESPECIE 
1 ST-1 70.080 Otro Staphylococcus 
2 ST-2 69.213 S. pseudintermedius 
3 ST-3 74.939 S. pseudintermedius 
4 ST-4 25.022 S. pseudintermedius 
5 ST-5 63.008 S. pseudintermedius 
6 ST-6 112.243 S. pseudintermedius 
7 ST-8 70.421 S. pseudintermedius 
8 ST-9 60.361 S. pseudintermedius 
9 ST-10 83.624 S. pseudintermedius 
10 ST-11 72.302 S. pseudintermedius 
11 ST-14 38.120 S. pseudintermedius 
12 ST-15 41.820 S. pseudintermedius 
13 ST-16 30.158 S. pseudintermedius 
14 ST-15(1) 20.230 S. pseudintermedius 
15 ST-16(1) 68.581 S. pseudintermedius 
16 ST-17 34.141 S. pseudintermedius 
17 ST-19 61.764 Otro Staphylococcus 
18 ST-20 10.965 S. pseudintermedius 
19 ST-21 50.577 S. pseudintermedius 
20 ST-22 62.151 S. pseudintermedius 
21 ST-23 20.625 S. pseudintermedius 
22 ST-24 25.411 S. pseudintermedius 
23 ST-25 19.666 S. pseudintermedius 
24 ST-26 23.709 S. pseudintermedius 
25 ST-27 99.168 S. pseudintermedius 
26 ST-28 83.364 S. pseudintermedius 
27 ST-29 21.697 S. pseudintermedius 
28 ST-30 35.541 S. pseudintermedius 
29 ST-31 20.294 S. pseudintermedius 
30 ST-32 42.712 S. pseudintermedius 
31 ST-33 23.079 S. pseudintermedius 
32 ST-34 73.040 S. pseudintermedius 
33 ST-37 99.550 S. pseudintermedius 
34 ST-38 94.767 S. pseudintermedius 
35 ST-39 84.957 Otro Staphylococcus 
36 ST-40 128.339 S. pseudintermedius 
37 ST-41 95.599 S. pseudintermedius 
38 ST-42 83.944 S. pseudintermedius 
39 ST-43 54.702 Otro Staphylococcus 
40 ST-44 75.501 S. pseudintermedius 
41 ST-45 27.964 Otro Staphylococcus 
 
